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Seznam použitých zkratek 
2-AB 2-aminobifenyl 
4-AB 4-aminobifenyl 
1-AN 1-aminonaftalen 
2-AN 2-aminonaftalen 
A absorbance 
AU, mAU jednotky absorbance 
BDDFE bórem dopovaná diamantová filmová elektroda 
c molární koncentrace 
C.A.S. Chemical Abstract Services 
DAD diode array detektor (detektor s diodovým polem) 
E potenciál 
ED elektrochemická detekce 
GCE elektroda ze skelného uhlíku 
HPLC vysokoúčinná kapalinová chromatografie 
I proud 
IARC Mezinárodní agentura pro výzkum rakoviny 
k retenční faktor 
LD mez detekce 
LQ mez stanovitelnosti 
Mr relativní molární hmotnost 
p.a. pro analýzu 
R1,2 rozlišení píků 
t čas 
tr  retenční čas 
tM mrtvý čas 
UV/VIS ultrafialová a viditelná oblast spektra 
w šířka píku při základně 
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1. Úvod 
1.1 Cíl práce 
Tato bakalářská práce byla vypracována v rámci širšího projektu věnovaného 
metodám stanovení nitro- a aminoderivátů polycyklických aromatických uhlovodíků, který 
probíhá v UNESCO laboratoři elektrochemie životního prostředí. Práce se zabývá HPLC 
separací 2-aminobifenylu, 4-aminobifenylu, 1-aminonaftalenu a 2-aminonaftalenu a jejich 
ampérometrickou detekcí na platinové tubulární elektrodě. 
Polycyklické aromatické uhlovodíky jsou v životním prostředí rozšířené díky 
průmyslovému a technickému rozvoji. Bylo identifikováno více než 500 různých 
polycyklických aromatických uhlovodíků. Vzhledem k prokázané souvislosti mezi 
profesionální expozicí a zvýšeným výskytem rakoviny u těchto látek 1, je nutné sledovat 
jejich výskyt v pracovním a životním prostředí člověka. 
Cílem této bakalářské práce byla optimalizace separace směsi 2-aminobifenylu, 
4-aminobifenylu, 1-aminonaftalenu a 2-aminonaftalenu na koloně s reverzní fází. Dále se 
tato práce zabývala optimalizací podmínek pro elektrochemickou detekci studovaných 
látek na platinové tubulární elektrodě a porovnáním s UV detekcí. 
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1.2 Biologické účinky, vznik a výskyt derivátů bifenylu a naftalenu 
Polycyklickým aromatickým uhlovodíkům jsou přisuzovány karcinogenní, 
mutagenní a teratogenní účinky. Studiem karcinogenity vybraných zástupců 
polycyklických aromatických uhlovodíků a jejich derivátů a vývojem metod pro jejich 
likvidaci se zabývá Mezinárodní agentura pro výzkum rakoviny (IARC) se sídlem 
v Lyonu 2. 
U 2-aminobifenylu mutagenita prokázána nebyla 3 a IARC se jím nezabývala. 
4-aminobifenyl byl v roce 1972 na základě průkazných epidemiologických studií a testů 
na zvířatech zařazen mezi prokázané karcinogeny (dle IARC skupina 1, látky prokazatelně 
karcinogenní pro člověka) 4. Kromě prokázané karcinogenity je 4-aminobifenyl také vysoce 
mutagenní 5,6. U 1-aminonaftalenu byly prokázány slabé mutagenní účinky 7 a IARC byl 
zařazen do skupiny 3 (není možno klasifikovat jako karcinogenní pro člověka) 8. 
2-aminonaftalen je prokázaný karcinogen (skupina 1) 9. 
Aminoderiváty bifenylu jsou toxické při požití, vdechování a styku s kůží. Hrozí 
u nich nebezpečí kumulativních účinků, mohou vyvolat dlouhodobé nepříznivé účinky 
ve vodním prostředí 10. Ke zvýšenému vystavení jejich účinků přispívá kouření cigaret 
a permanentní používání barev na vlasy 11,12. Aminoderiváty bifenylu současně představují 
metabolity dalších genotoxických polutantů – nitrovaných polycyklických aromatických 
uhlovodíků 13 a tudíž mohou sloužit jako indikátory míry expozice těmto nebezpečným 
látkám např. v pracovním prostředí 14. 
4-aminobifenyl způsobuje rakovinu močového měchýře, pravděpodobně i ledvin 
a močových cest obecně. Od 50. let 20. století se nadále průmyslově nevyrábí. 
Do životního prostředí se dostává především v cigaretovém kouři 4, uvolňuje se spalováním 
fosilních paliv 15 a může vznikat deaminací benzidinu z azobarviv účinkem střevní 
mikroflóry 16. Stopy 4-aminobifenylu a 2-aminobifenylu byly nalezeny v difenylaminu, 
který se používal jako pesticid např. na jablka a hrušky 17,18. 
V organismu probíhají složité biotransformační procesy vedoucí k detoxifikaci 
a vyloučení aminobifenylů z organismu, případně jejich acetylovaných forem. Může však 
dojít i k metabolické aktivaci, při které je oxidována aminoskupina za vzniku 
N-hydroxyarylaminů 19. Tyto reakce probíhají enzymaticky za účasti jaterního cytochromu 
P-450 (N-hydroxylace) a acetyltransferasy 20. Metabolizované formy vedou k utvoření 
nestabilního nitreniového iontu, ochotného reagovat s nukleofilními centry molekul DNA 
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za tvorby aduktů 21. V případě metabolizace 4-aminobifenylu 80 % z těchto in vivo 
vznikajících aduktů činí N-(2´-deoxyguanosin-8-yl)-4-AB 22. Schéma celého procesu 
je uvedeno na obr. 1.1. 
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Obr. 1.1 Vznik aduktu 4-AB-DNA. 
 
Aminoderiváty naftalenů jsou toxické při vdechování, styku s kůží a při požití, hrozí 
nebezpečím kumulativních účinků 1. 
2-aminonaftalen způsobuje rakovinu močového měchýře 8. Studované 
aminoderiváty naftalenu se do životního a pracovního prostředí dostávají nedokonalým 
spalováním a pyrolýzou fosilních paliv a dalších organických materiálů 23. Mohou se 
vyskytovat v prostředí díky průmyslové výrobě barviv, buď prostřednictvím finálních 
výrobků nebo z odpadu při výrobě 24. Použití 2-aminonaftalenu při výrobě barviv je pro 
jeho vysokou nebezpečnost již omezeno. 2-aminonaftalen vzniká také při tepelné úpravě 
potravin 25. 1- a 2-aminonaftalen mohou sloužit jako ukazatele míry expozice 
nitroderivátům naftalenu, které se vyskytují ve znečistěném ovzduší 26,27 a tabákovém 
dýmu 28, a které se na aminoderiváty naftalenu metabolizují 29. U nitrovaných 
polycyklických aromatických uhlovodíků dochází k redukci jaterními nitroreduktasami 
za vzniku sloučenin indukujících tvorbu methemoglobinu, např. nitrosoderivátů nebo 
N-hydroxylaminů. Ty jsou dále metabolizovány až na odpovídající aminoderiváty 
polycyklických aromatických uhlovodíků, které jsou vylučovány močí ve volné formě 
či po acetylaci 30. 
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1.3 Metody stanovení derivátů bifenylu a naftalenu 
Polycyklické aromatické uhlovodíky se sledují nejen v environmentálních 
matricích, jako jsou např. vzorky půdy, vzduchu a odpadních vod, ale i v biologických 
matricích, např. v tělních tekutinách. 
Ke stanovení polycyklických aromatických uhlovodíků a jejich derivátů se používá 
řada instrumentálních metod, např. spektrometrické a elektrochemické, nad kterými však 
převládají metody separační, především chromatografické 30. 
Nejvýznamnější spektrometrickou metodou používanou k analýze aminobifenylů 
a aminonaftalenů je spektrofotometrie, přičemž nejvíce prací je věnováno 1-amino-
naftalenu. Výhodou spektrofotometrického stanovení je jednoduchost, snadná dostupnost 
instrumentace i poměrně nízká cena analýzy 31. Spektrofotometrická detekce je 
nejvyužívanějsím druhem detekce při HPLC stanovení studovaných derivátů. Ostatní 
spektrometrické metody jsou k analýze aminobifenylů a aminonaftalenů používány méně 
často, např. fluorescenční spektroskopie je využívána pro svou vysokou citlivost 32. 
Aminoderiváty bifenylu a naftalenu lze snadno elektrochemicky oxidovat, a proto 
připadají v úvahu i elektrochemické metody. Z těchto metod lze vyzdvihnout voltametrické 
metody stanovení aminoderivátů bifenylu a naftalenu s využitím elektrody ze skelného 
uhlíku 33,34, uhlíkové pastové elektrody modifikované α-, β- nebo γ-cyklodextrinem 
a uhlíkové tištěné elektrody 35, nebo bórem dopované diamantové filmové elektrody 36. 
Chromatografické metody jsou často používány vzhledem k jejich mimořádné 
selektivitě, citlivosti a vhodnosti pro sériové analýzy. K jejich nevýhodám patří vysoká 
pořizovací a provozní cena spojená s velkou spotřebou těkavých a poměrně drahých 
organických rozpouštědel. Mezi nejpoužívanější chromatografické metody patří 
tenkovrstvá chromatografie 37, plynová chromatografie a vysokoúčinná kapalinová 
chromatografie. K detekci studovaných látek v plynové chromatografii je možné použít 
např. hmotnostní detektor 20,38,39, plamenově-ionizační detektor 40 nebo i detektor 
elektronového záchytu 41. Přehled vybraných prací zabývajících se stanovením 
amoniderivátů bifenylu a naftalenu metodou HPLC je uveden v tab. 1.1. 
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Tab. 1.1 Přehled vybraných prací zabývajících se stanovením aminoderivátů bifenylu 
a naftalenu metodou HPLC. 
analyt detekce mez detekce LD, 
mol dm–3 citace 
4-AB, 2-AN UV – 42 
2-AB, 4-AB, 
2-AN ED: GCE – 43 
2-AB, 4-AB, 
1-AN, 2-AN ED: GCE 
2-AB: 1,6·10–7 
4-AB: 5,0·10–8 
1-AN: 3,4·10–8 
2-AN: 3,8·10–8 
44 
4-AB, 
1-AN, 2-AN ED: elektroda z uhlíkových vláken 
4-AB: 9,8·10–9 
1-AN: 1,5·10–8 
2-AN: 9,4·10–8 
45 
4-AB, 
1-AN, 2-AN ED: GCE – 46 
2-AB, 1-AN 
ED: BDDFE 
 
GCE 
1-AN: 1,3·10–7 
2-AB: 1,2·10–7 
1-AN: 6,4·10–7 
2-AB: 8,2·10–7 
47 
4-AB, 2-AN UV – 48 
4-AB, 2-AN DAD – 49 
2-AB, 4-AB ED: GCE 6,0·10–9 18 
2-AB, 4-AB ED: platinová tubulární elektroda 2-AB: 2,4·10
–8
 
4-AB: 2,7·10–8 50 
2-AB, 4-AB ED: BDDFE 2-AB: 2,0·10
–7
 
4-AB: 5,1·10–7 51 
1-AN, 2-AN VIS – 52 
1-AN, 2-AN ED: uhlíková pastová elektroda 1-AN: 1,0·10
–7
 
2-AN: 3,6·10–8 53 
1-AN, 2-AN UV – 54 
1-AN, 2-AN ED:platinová mikrocylindrická 
elektroda 
1-AN: 1,1·10–7 
2-AN: 7,8·10–8 55 
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1.4 Tubulární ampérometrický detektor 
Je poměrně obtížné zkonstruovat ampérometrický detektor tak, aby splňoval 
chromatografické podmínky (tj. objem detekční cely by měl být co nejmenší, tak aby 
nepřispíval k rozmývání píků v detektoru) i elektrochemické podmínky (tj. jednotlivé 
elektrody by měly být umístěny tak, aby vzniklo homogenní elektrické pole a potenciál 
pracovní elektrody byl konstantní a co nejlépe definovaný) 56. Jejich přípravou v různém 
uspořádání se zabývalo několik autorů. 
Štulík a kol. popsal ampérometrický detektor s tubulární platinovou elektrodou, 
která je tvořena platinovým plechem s vrtaným otvorem 57. Blaedel a kol. měřil pomocí 
tubulární elektrody tvořené platinovou nebo zlatou trubičkou (vnitřní průměr 1,4 mm) vliv 
koncentrace analytu, pH, iontové síly, vloženého potenciálu a čištění na limitní proud 
tubulárního detektoru 58. Tubulární ampérometrický detektor použil ke stanovení stopových 
množství fenolů Armentrout a kol., kde teflonové tělo použitého detektoru obsahovalo 
grafitovou kompozitní tubulární elektrodu 59. Li a kol. použil v kapilární kapalinové 
chromatografii tubulární elektrodu, která byla vytvořena chemickou depozicí platiny na 
vnitřní stěně křemenné kapiláry 60. 
Konstrukce detektoru, který byl používán v této práci, byla vyvinuta Cvačkou a při 
přípravě byl použit následující postup. Platinová trubička byla pomocí skalpelu uříznuta 
tak, aby její délka činila 15,0 mm. Konce platinové trubičky byly zabroušeny 
metalografickým papírem a přibližně v jedné třetině trubičky byl na povrch připájen tenký 
měděný drátek (kontakt). Pomocí horkovzdušné pistole byly na oba konce trubičky 
nasazeny teflonové kapiláry (na delší stranu kapilára o délce 83 mm, na kratší stranu 
o délce 16 mm). Na konec s delší teflonovou kapilárou byl nasazen průchozí šroub 
a teflonová ferule pro připojení ke kapalinovému chromatografu. Prostor mezi teflonovými 
kapilárami byl vyplněn epoxidovou pryskyřicí. Přes část platinové trubičky s vyvedeným 
kontaktem byla přetažena teplem se stahující izolace a pomocí horkovzdušné pistole 
utěsněna tak, aby nedocházelo k nežádoucímu kontaktu s roztokem 61. Pracovní elektroda 
byla spolu s referentní a pomocnou elektrodou  ponořena v přepadové nádobce s mobilní 
fází. Elektrody byly připojeny v tříelektrodovém zapojení k potenciostatu ADLC2. Schéma 
uspořádání elektrod je znázorněno na obr. 2.1 31. 
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Obr. 2.1 Schéma elektrochemického tubulárního detektoru: 1 – platinová trubička, 
2 – cínová pájka, 3 – kontaktní drátek k platinové trubičce, 4 a 5 – teflonová kapilára 
(vnitřní průměr 180 µm) tvořící výtok z kolony, 6 – epoxidová pryskyřice, 7 – stahující 
izolace, 8 – roztok elektrolytu v nádobce s přepadem, 9 – referentní elektroda, 
10 – pomocná elektroda, L – teflonový stínící rukávek. 
 
Přes jednoduchost konstrukce pracovní elektrody je detekce spolehlivá, vysoce 
citlivá a reprodukovatelná. Přes velké fyzické rozměry je její efektivní objem malý, protože 
část elektrody, na které skutečně probíhá elektrochemická reakce, je pouze malou částí celé 
elektrody. Efektivní objem lze ovlivňovat délkou teflonového stínícího rukávku. Při nulové 
délce rukávku dochází ke stínění vnitřních stěn elektrody samotnou platinovou elektrodou 
pokrytou teflonem tak, že pouze její 1/10 je schopna elektrochemické detekce. 
Prodlužováním teflonového rukávku dochází k efektivnějšímu stínění a tím více klesá 
efektivní plocha (objem i délka) detektoru. Efektivní objem detektoru s 11mm teflonovým 
stínícím rukávkem tak dosahuje pouze 1/100 jeho geometrického objemu. Tubulární 
detektory, ať už s teflonovým stínícím rukávkem nebo bez něj, mají dostatečně nízký 
efektivní objem pro detekci v klasické i kapilární HPLC 31. 
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2. Experimentální část 
2.1 Reagencie 
Studované látky: 
2-aminobifenyl (97%, Sigma-Aldrich) 
4-aminobifenyl (97%, Sigma-Aldrich) 
1-aminonaftalen (98%, Aldrich) 
2-aminonaftalen (95%, Sigma-Aldrich) 
 
Ostatní chemikálie: 
– acetonitril (LiChrosolv® gradient grade, Merck, Německo) 
– methanol (čistota p.a., Merck, Německo) 
– hydrogenfosforečnan sodný (Lachema, Brno, Česká republika) 
– kyselina fosforečná (85%, čistota p.a., Lach-Ner, Neratovice, Česká republika) 
– kyselina sírová (96%, Lach-Ner, Neratovice, Česká republika) 
– hexakyanoželeznatan draselný (Lachema, Brno, Česká republika) 
– deionizovaná voda (Millipore Q-plus System, Millipore, USA) 
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2.2 Přehled studovaných látek 
2-aminobifenyl 
C.A.S. Name: 2-Aminobiphenyl  
C.A.S. Registry Number: 90-41-5  
C12H11N 
Mr = 169,23 
zkratka: 2-AB 
pKA = 3,82 (22 °C) 
 
 
4-aminobifenyl 
C.A.S. Name: 4-Aminobiphenyl  
C.A.S. Registry Number: 92-67-1 
C12H11N 
Mr = 169,23 
zkratka: 4-AB 
pKA = 4,22 (29 °C) 
 
 
1-aminonaftalen 
C.A.S. Name: 1-Naphthalenamine  
C.A.S. Registry Number: 134-32-7  
C10H9N 
Mr = 143,19 
zkratka: 1-AN 
pKA = 3,92 (25 °C) 
 
 
2-aminonaftalen 
C.A.S. Name: 2-Naphthalenamine  
C.A.S. Registry Number: 91-59-8  
C10H9N 
Mr = 143,19 
zkratka: 2-AN 
pKA = 4,15 (25 °C) 
 
NH2
NH2
NH2
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2.3 Aparatura 
Chromatografická sestava byla tvořena: 
– vysokotlakou pumpou HPP 5001 (Laboratorní přístroje, Praha, Česká republika) 
– dávkovačem se smyčkou o velikosti 10 µl (Laboratorní přístroje, Praha, Česká 
republika), smyčka byla plněna injekční stříkačkou 
– kolonou LiChrospher® 100 RP-18, 5 µm, 125×4 mm, No. 329757 (Merck, Německo) 
– předkolonkou LiChroCART® PAH 4-4 (Merck, Německo) 
– UV/VIS detektorem LCD 2083 (ECOM, Praha, Česká republika) 
– potenciostatem ADLC2 (Laboratorní přístroje, Praha, Česká republika) 
– softwarem CSW 32 Chromatography station (DataApex, Praha, Česká republika) 
pracujícím v prostředí Windows 98 (Microsoft, USA). 
 
Vzduch z mobilní fáze byl odstraňován v ultrazvukové lázni PSO 2000A Ultrasonic 
Compact Cleaner (Powersonic, USA). 
Hodnoty pH roztoků pro přípravu mobilní fáze byly měřeny na digitálním přístroji 
pH Meter & Conductivity 4330 (Jenway, Velká Británie) s kombinovanou skleněnou 
elektrodou. 
 
Používanými elektrodami byly: 
– pracovní: platinová tubulární elektroda 61 
– referentní: argentchloridová elektroda (KCl o c = 3,0 mol dm–3, ETP CZ-R00408,  
Eco-Trend Plus, Praha, Česká republika)  
– pomocná: platinová elektroda (Eco-Trend Plus, Praha, Česká republika). 
 
Na začátku každého pracovního dne byl detektor propláchnut methanolem 
a následně deionizovanou vodou. Poté do něj byla nastříknuta široká zóna vodného roztoku 
kyseliny sírové o koncentraci 5·10–2 mol dm–3 a pracovní elektroda byla deseti až dvanácti 
cykly střídavě polarizována při – 0,3 V a + 1,4 V vždy po dobu 10 s. Stejný postup byl 
používán i pro čištění detektoru při případných obtížích31. Na konci vlastního měření byl 
detektor opět propláchnut methanolem a následně deionizovanou vodou. 
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2.4 Použité vzorce 
Retenční faktor k: 
M
Mr
t
ttk −=  
 
tr – retenční čas 
tM – mrtvý čas  
 
Rozlišení píků R1,2: 
12
1,2,
2,1 2
ww
tt
R
+
−
⋅=
rr
 
 
2,rt , 1,rt  – retenční časy píků 
2w , 1w  – šířky píků při jejich základnách 
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2.5 Pracovní postupy 
2.5.1 Optimalizace separace 
Zásobní roztoky 2-aminobifenylu, 4-aminobifenylu, 1-aminonaftalenu a 2-amino- 
naftalenu o koncentraci 1·10–3 mol dm–3 byly připraveny rozpuštěním přesně odváženého 
množství látky v acetonitrilu. Roztoky o nižších koncentracích byly získány přesným 
ředěním zásobních roztoků mobilní fází.  
Separace analytů byla prováděna na koloně LiChrospher® 100 RP-18, 5 µm, 
125×4 mm, která nebyla termostatována. Mrtvý čas byl stanoven pomocí vodného roztoku 
K4[Fe(CN)6] o koncentraci 1·10–4 mol dm–3. UV detekce probíhala při vlnové délce 
290 nm 31. Měřeny byly roztoky jednotlivých látek o koncentraci 1·10–5 mol dm–3 a roztok 
směsi těchto látek o koncentraci 1·10–5 mol dm–3 každé složky v roztoku.  
Používané mobilní fáze byly připravovány smísením příslušných objemových dílů 
vodné složky a acetonitrilu. pH mobilních fází bylo upravováno pomocí fosforečnanového 
pufru změnou pH vodné složky mobilní fáze. Fosforečnanový pufr byl tvořen  
0,01 mol dm–3 hydrogenfosforečnanem sodným, jehož pH bylo upraveno na požadovanou 
hodnotu kyselinou fosforečnou. K přípravě vodných roztoků a mobilních fází byla 
používána deionizovaná voda. Průtok mobilní fáze byl 1,0 ml min–1. 
2.5.2 Elektrochemická detekce 
Elektrochemický detektor byl sériově zapojen za UV detektor. Pracoval v tříelektro-
dovém zapojení s pracovní platinovou tubulární elektrodou, referentní argentchloridovou 
elektrodou a pomocnou platinovou elektrodou. Všechny tři elektrody byly ponořeny 
v přepadové nádobce s mobilní fází.  
Při testování elektrochemické detekce byly používány optimální podmínky 
separace, tedy mobilní fáze tvořená acetonitrilem a fosforečnanovým pufrem o pH 2,5 
v poměru 40:60 (V/V). 
Optimální potenciál pracovní elektrody + 1,0 V byl určen z hydrodynamických 
voltamogramů jednotlivých látek, které byly proměřeny pomocí nástřiku 10 µl směsi 
studovaných látek o koncentraci 1·10–5 mol dm–3 každé složky v roztoku.  
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2.5.3 Kalibrační závislosti 
Kalibrační závislosti byly zpracovány metodou lineární regrese. Meze 
stanovitelnosti LQ a meze detekce LD byly stanoveny jako množství analytu poskytující 
signál, jehož výška je rovna desetinásobku či trojnásobku absolutní hodnoty šumu.  
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3. Výsledky a diskuze 
3.1 Optimalizace separace 
Pro úspěšnou separaci studovaných látek je nutné najít vhodné separační podmínky. 
V HPLC má kromě volby kolony největší význam složení mobilní fáze.  
S ohledem na povahu studovaných látek byla vybrána kolona se stacionární fází 
z oktadecylu chemicky vázaném na silikagelu. Bylo tedy pracováno metodou chromato-
grafie na reverzních fázích. 
Významný vliv na separaci má polarita mobilní fáze, kterou lze regulovat pomocí 
koncentrace organického modifikátoru. Nejčastěji používanými organickými modifikátory 
v reverzní chromatografii derivátů polyaromatických uhlovodíků jsou methanol 
a acetonitril. V této práci byl jako organická složka používán acetonitril. 
V případě studovaných analytů má velký vliv na retenci také pH mobilní fáze, 
jelikož v kyselém prostředí dochází k protonizaci aminoskupiny a tím k slabší retenci na 
koloně. 
3.1.1 Vliv pH 
Prvním krokem při optimalizaci separace 2-aminobifenylu, 4-aminobifenylu, 
1-aminonaftalenu a 2-aminonaftalenu byla optimalizace pH mobilní fáze. Proměřovány 
byly hodnoty pH 2,0; 2,5; 3,0; 4,0; 5,0; 6,0 a 7,0. Měření bylo prováděno v mobilní fázi 
o složení acetonitril a fosforečnanový pufr daného pH v poměru 50:50 (V/V). 
V každé mobilní fázi byly změřeny chromatogramy studovaných látek a jejich 
směsi. Koncentrace látek byla 1·10–5 mol dm–3, dávkovaný objem byl 10 µl. K detekci 
nebyl použit elektrochemický detektor, pouze UV/VIS detektor při vlnové délce 290 nm.  
Mrtvý čas kolony 0,70 min byl určen nástřikem roztoku K4[Fe(CN)6] o koncentraci 
1·10–4 mol dm–3 detekovaného při vlnové délce 290 nm. 
Retenční časy a kapacitní faktory při jednotlivých pH mobilní fáze jsou shrnuty 
v tab. 3.1, na obr. 3.2 je znázorněna závislost retenčních časů všech studovaných látek 
na hodnotě pH mobilní fáze. V mobilních fázích o pH 4,0; 5,0; 6,0 a 7,0 nedošlo 
k rozdělení aminonaftalenů, 2-aminobifenyl a 4-aminobifenyl byly ze směsi odděleny. 
V mobilních fázích o pH 2,0 a 3,0 již byly rozděleny všechny čtyři látky, ale rozlišení 
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nebylo dostatečné. Proto byla separace testována ještě v mobilní fázi o pH 2,5, při kterém 
bylo rozložení píků nejlepší. Při pH menším než 4,0 vzhledem k hodnotám pKA  
(viz oddíl 2.2) dochází k postupující protonizaci a tím ke snížení retence. Hodnota pH 2,5 
tudíž byla zvolena jako optimální pro další měření, chromatogram změřený při optimálním 
pH je ukázán na obr. 3.1. 
 
Tab. 3.1 Vliv pH mobilní fáze na retenční charakteristiky 2-aminobifenylu, 4-amino-
bifenylu, 1-aminonaftalenu a 2-aminonaftalenu. Kolona LiChrospher® 100 RP-18, 5 µm, 
125×4 mm, mobilní fáze acetonitril a fosforečnanový pufr v poměru 50:50 (V/V), 
dávkováno 10 µl roztoku směsi v mobilní fázi o c = 1·10–5 mol dm–3, UV detekce při 
290 nm, průtoková rychlost 1,0 ml min–1. 
 
analyt 2-AB 4-AB 1-AN 2-AN 
pH tr, min log k tr, min log k tr, min log k tr, min log k 
2,0 4,16 0,69 2,39 0,38 2,22 0,34 1,86 0,22 
2,5 4,71 0,76 3,09 0,53 2,70 0,46 2,36 0,38 
3,0 5,55 0,56 3,85 0,65 3,07 0,53 2,76 0,47 
4,0 5,24 0,81 4,30 0,71 3,13 0,54 3,07 0,53 
5,0 5,56 0,84 4,73 0,76 3,34 0,58 3,31 0,57 
6,0 5,23 0,81 4,40 0,72 3,18 0,55 3,14 0,54 
7,0 5,23 0,83 4,41 0,38 3,16 0,34 3,14 0,22 
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Obr. 3.1 Chromatogram směsi 2-AB, 4-AB, 1-AN a 2-AN změřený při použití optimálního 
pH mobilní fáze. Kolona LiChrospher® 100 RP-18, 5 µm, 125×4 mm, mobilní fáze 
acetonitril a fosforečnanový pufr o pH 2,5 v poměru 50:50 (V/V), dávkováno 10 µl roztoku 
směsi v mobilní fázi o c = 1·10–5 mol dm–3, UV detekce při 290 nm, průtoková rychlost 
1,0 ml min–1.  
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Obr. 3.2 Závislost retenčních časů 2-AB (○), 4-AB (●), 1-AN (□) a 2-AN (■) na pH 
mobilní fáze. Kolona LiChrospher® 100 RP-18, 5  µm, 125×4 mm, mobilní fáze acetonitril 
a fosforečnanový pufr v poměru 50:50 (V/V), dávkováno 10 µl roztoku směsi v mobilní 
fázi o c = 1·10–5 mol dm–3, UV detekce při 290 nm, průtoková rychlost 1,0 ml min–1.  
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3.1.2 Vliv koncentrace acetonitrilu  
Druhým krokem při optimalizaci separace daných látek bylo určení optimálního 
obsahu acetonitrilu v mobilní fázi. Zvyšováním obsahu acetonitrilu v mobilní fázi se snižují 
retenční časy, naopak snižováním obsahu acetonitrilu v mobilní fázi se retenční časy 
zvyšují. 
Poměrné zastoupení acetonitrilu bylo postupně snižováno. Měření bylo prováděno 
v mobilních fázích složených z acetonitrilu a fosforečnanového pufru o pH 2,5 v poměru 
60:40, 50:50, 45:55, 40:60, 35:65 a 30:70 (V/V). Ostatní podmínky byly stejné jako 
v pododdíle 3.1.1.  
Získané retenční časy a kapacitní faktory pro studované analyty jsou shrnuty 
v tab. 3.2. Závislost retenčních časů na obsahu acetonitrilu v mobilní fázi je graficky 
znázorněna na obr. 3.4, závislost rozlišení dvojic studovaných látek na obsahu acetonitrilu 
v mobilní fázi je uvedena na obr. 3.5.  
V prostředí mobilní fáze složené z acetonitrilu a fosforečnanového pufru v poměru 
60:40 (V/V) nedochází k úplné separaci 2-aminonaftalenu a 1-aminonaftalenu. V prostředí 
mobilní fáze složené z acetonitrilu a fosforečnanového pufru v poměru 50:50 (V/V) 
se separace látek zlepšila, k dokonalému oddělení však nedošlo. V prostředí s nízkým 
poměrným zastoupením acetonitrilu v mobilní fázi byly všechny látky odděleny, tato 
mobilní fáze však pro další měření nebyla použita z důvodu příliš dlouhé doby trvání 
analýzy. Nejlepšího kompromisu mezi rozlišením separovaných látek a dobou trvání 
analýzy bylo dosaženo v mobilní fázi složené z acetonitrilu a fosforečnanového pufru 
v poměru 40:60 (V/V). Tato hodnota proto byla zvolena jako optimální a byla při ní 
prováděna všechna další měření, chromatogram změřený za optimálních podmínek je 
ukázán na obr. 3.3.  
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Tab. 3.2 Vliv obsahu acetonitrilu v mobilní fázi na retenční charakteristiky 2-amino-
bifenylu, 4-aminobifenylu, 1-aminonaftalenu a 2-aminonaftalenu. Kolona LiChrospher® 
100 RP-18, 5 µm, 125×4 mm, mobilní fáze acetonitril a fosforečnanový pufr o pH 2,5 
v příslušném poměru, dávkováno 10 µl roztoku směsi v mobilní fázi o c = 1·10–5 mol dm–3, 
UV detekce při 290 nm, průtoková rychlost 1,0 ml min–1. 
 
analyt 2-AB 4-AB 1-AN 2-AN 
acetonitril:fosf. 
pufr (V/V) tr, 
min
 
log k 
tr, 
min log k 
tr, 
min log k 
tr, 
min log k 
30:70 14,28 1,29 6,78 0,94 4,72 0,76 3,64 0,62 
35:65 8,05 1,02 4,26 0,71 3,55 0,61 2,85 0,49 
40:60 7,46 0,98 4,03 0,68 3,41 0,59 2,77 0,47 
45:55 6,42 0,91 3,68 0,63 3,16 0,55 2,62 0,44 
50:50 4,71 0,76 3,09 0,53 2,70 0,46 2,36 0,38 
60:40 3,02 0,52 2,35 0,37 2,08 0,29 1,95 0,25 
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Obr. 3.3 Chromatogram směsi 2-AB, 4-AB, 1-AB a 2-AB změřený za optimálního poměru 
acetonitrilu a fosforečnanového pufru. Kolona LiChrospher® 100 RP-18, 5 µm, 125×4 mm, 
mobilní fáze acetonitril a fosforečnanový pufr o pH 2,5 v poměru 40:60 (V/V), dávkováno 
10 µl roztoku směsi v mobilní fázi o c = 1·10–5 mol dm–3, UV detekce při 290 nm, 
průtoková rychlost 1,0 ml min–1.  
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Obr. 3.4 Závislost retenčních časů 2-AB (○), 4-AB (●), 1-AN (□) a 2-AN (■) na obsahu 
acetonitrilu v mobilní fázi. Kolona LiChrospher® 100 RP-18, 5 µm, 125×4 mm, mobilní 
fáze acetonitril a fosforečnanový pufr o pH 2,5 v příslušném poměru, dávkováno 10 µl 
roztoku směsi v mobilní fázi o c = 1·10–5 mol dm–3, UV detekce při 290 nm, průtoková 
rychlost 1,0 ml min–1.  
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Obr. 3.5 Závislost rozlišení dvojic studovaných látek 2-AN a 1-AN (□), 1-AN a 4-AB (○), 
4-AB a 2-AB (●) na obsahu acetonitrilu v mobilní fázi. Kolona LiChrospher® 100 RP-18, 
5 µm, 125×4 mm, mobilní fáze acetonitril a fosforečnanový pufr o pH 2,5 v příslušném 
poměru, dávkováno 10 µl roztoku směsi v mobilní fázi o c = 1·10–5 mol dm–3, UV detekce 
při 290 nm, průtoková rychlost 1,0 ml min–1. 
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3.2 Optimalizace elektrochemické detekce 
Po optimalizaci separace bylo nutné optimalizovat elektrochemické detekční 
podmínky, v tomto případě závislost odezvy na potenciálu pracovní elektrody. Optimální 
potenciál byl získán na základě proměření hydrodynamických voltamogramů jednotlivých 
látek, tedy závislosti výšky píku na potenciálu E vkládaném na elektrodu.  
Hydrodynamické voltamogramy 2-aminobifenylu, 4-aminobifenylu, 1-amino- 
naftalenu a 2-aminonaftalenu byly měřeny při optimálních podmínkách separace. 
Proměřovány byly hodnoty vkládaného potenciálů E v rozsahu + 0,5 V až + 1,3 V.  
Získané hydrodynamické voltamogramy pro jednotlivé látky a naměřený proud 
pozadí jsou ukázány na obr. 3.6. Jako optimální byl zvolen potenciál + 1,0 V. 
Chromatogram změřený za optimálních podmínek je ukázán na obr. 3.7. Při vložení 
kladnějších potenciálů E již nedochází k výraznému nárůstu výšky píků studovaných 
analytů, a navíc měření negativně ovlivňuje vzrůstající proud pozadí. Na velikost šumu 
nemá vzrůstající potenciál výrazný vliv.  
Rozlišení píků při elektrochemické detekci je horší než při spektrofotometrické 
detekci. Nejmenší rozlišení v případě elektrochemické detekce dosahuje hodnoty 1,6 pro 
dvojici 1-aminonaftalen a 4-aminobifenyl, v případě spektrofotometrické detekce mají 
tytéž dva analyty rozlišení 2,3. Pokles rozlišení píků je způsoben jednak typem detektoru, 
jednak sériovým zapojením eletrochemického detektoru za spektrofotometrický a s tím 
souvisejícím rozmytím ve spojovacích kapilárách. 
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Obr. 3.6 Hydrodynamické voltamogramy 2-AB (○), 4-AB (●), 1-AN (□), 2-AN (■) 
a proud pozadí (). Kolona LiChrospher® 100 RP-18, 5 µm, 125×4 mm, mobilní fáze 
acetonitril a fosforečnanový pufr o pH 2,5 v poměru 40:60 (V/V), dávkováno 10 µl roztoku 
směsi v mobilní fázi o c = 1·10–5 mol dm–3, průtoková rychlost 1,0 ml min–1. 
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Obr. 3.7 Chromatogram směsi 2-AB, 4-AB, 1-AN a 2-AN změřený za optimálního 
potenciálu na pracovní elektrodě. Kolona LiChrospher® 100 RP-18, 5 µm, 125×4 mm, 
mobilní fáze acetonitril a fosforečnanový pufr o pH 2,5 v poměru 40:60 (V/V), dávkováno 
10 µl roztoku směsi v mobilní fázi o c = 1·10–5 mol dm-3, průtoková rychlost 1,0 ml min–1, 
potenciál vkládaný na pracovní elektrodu + 1,0 V. 
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3.3 Kalibrační závislosti 
Nalezené optimální podmínky separace a detekce byly využity pro změření 
kalibračních závislostí 2-aminobifenylu, 4-aminobifenylu, 1-aminonaftalenu a 2-amino- 
naftalenu.  
Shrnutí optimálních podmínek pro měření: kolona LiChrospher® 100 RP-18, 5 µm, 
125×4 mm, mobilní fáze ve složení acetonitril a fosforečnanový pufr o pH 2,5 v poměru 
40:60 (V/V), průtoková rychlost 1,0 ml min–1. Dávkováno bylo 10 µl směsi studovaných 
látek o příslušné koncentraci každé složky v roztoku.  
3.3.1 Spektrofotometrická detekce 
Spektrofotometrická detekce probíhala při 290 nm. Proměřeny byly kalibrační 
závislosti studovaných látek v koncentračním rozmezí od 4·10–7 mol dm–3  
do 1·10–5 mol dm–3.  
Naměřené kalibrační závislosti byly zpracovány metodou lineární regrese. 
Parametry závislostí získané vyhodnocením příslušných ploch a výšek píků z naměřených 
chromatogramů jsou uvedeny v tab. 3.3 a 3.4. Dosažené meze stanovitelnosti LQ a meze 
detekce LD, které byly stanoveny jako množství analytu poskytující signál, jehož výška je 
rovna desetinásobku či trojnásobku absolutní hodnoty šumu, jsou uvedeny v tab. 3.5. 
Velikost absolutního šumu byla 0,06 mAU. Chromatogram směsi studovaných látek 
o koncentraci 2·10–6 mol dm–3 každé složky v roztoku je uveden na obr. 3.8. Kalibrační 
přímky vyhodnocené z ploch a dále z výšek píků v příslušném koncentračním rozmezí jsou 
na obr. 3.9 a 3.10. 
Kalibrační závislosti jsou lineární v celé měřené oblasti koncentrací. Korelační 
koeficienty se pohybují v intervalu 0,9961 až 0,9998. Nejnižší meze stanovitelnosti bylo 
dosaženo u 4-aminobifenylu, tj. 8,6·10–7 mol dm–3, naopak nejvyšší meze stanovitelnosti 
bylo dosaženo u 2-aminobifenylu, tj. 3,1·10–6 mol dm–3. 
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Tab. 3.3 Parametry kalibračních závislostí pro HPLC se spektrofotometrickou detekcí. 
Vyhodnoceno z ploch píků. Kolona LiChrospher® 100 RP-18, 5 µm, 125×4 mm, mobilní 
fáze acetonitril a fosforečnanový pufr o pH 2,5 v poměru 40:60 (V/V), dávkováno 10 µl 
roztoku směsi, UV detekce při 290 nm, průtoková rychlost 1,0 ml min–1. 
 
analyt
 
lineární dynamický 
rozsah, mol dm–3 
směrnice, 
mAU s mol–1 dm3 
úsek, 
mAU s  
korelační 
koeficient 
2-aminobifenyl 1·10–6 – 1·10–5 4,11·106 –0,7 0,9983 
4-aminobifenyl 4·10–7 – 1·10–5 1,16·106 –1,4 0,9984 
1-aminonaftalen 4·10–7 – 1·10–5 6,22·107 –0,1 0,9996 
2-aminonaftalen 4·10–7 – 1·10–5 4,49·106   0,4 0,9985 
 
 
Tab. 3.4 Parametry kalibračních závislostí pro HPLC se spektrofotometrickou detekcí. 
Vyhodnoceno z výšek píků. Kolona LiChrospher® 100 RP-18, 5 µm, 125×4 mm, mobilní 
fáze acetonitril a fosforečnanový pufr o pH 2,5 v poměru 40:60 (V/V), dávkováno 10 µl 
roztoku směsi, UV detekce při 290 nm, průtoková rychlost 1,0 ml min–1. 
 
analyt
 
lineární dynamický 
rozsah, mol dm–3 
směrnice, 
mAU mol–1 dm3 
úsek, 
mAU 
korelační 
koeficient 
2-aminobifenyl 1·10–6 – 1·10–5 1,97·105   0,05 0,9961 
4-aminobifenyl 4·10–7 – 1·10–5 7,15·105   0,02 0,9981 
1-aminonaftalen 4·10–7 – 1·10–5 6,11·105 –0,03 0,9998 
2-aminonaftalen 4·10–7 – 1·10–5 4,76·105 –0,01 0,9998 
 
 
Tab. 3.5 Meze stanovitelnosti 2-aminobifenylu, 4-aminobifenylu, 1-aminonaftalenu 
a 2-aminonaftalenu při stanovení pomocí HPLC se spektrofotometrickou detekcí. Kolona 
LiChrospher® 100 RP-18, 5 µm, 125×4 mm, mobilní fáze acetonitril a fosforečnanový pufr 
o pH 2,5 v poměru 40:60 (V/V), dávkováno 10 µl roztoku směsi, UV detekce při 290 nm, 
průtoková rychlost 1,0 ml min–1. 
  
analyt mez stanovitelnosti LQ, mol dm–3 mez detekce LD, mol dm–3 
2-aminobifenyl 3,1·10–6 9,3·10–7 
4-aminobifenyl 8,5·10–7 2,6·10–7 
1-aminonaftalen 1,0·10–6 3,0·10–7 
2-aminonaftalen 1,3·10–6 3,9·10–7 
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Obr. 3.8 Chromatogram směsi 2-AB, 4-AB, 1-AN a 2-AN změřený při koncentraci látek 
c = 2·10–6 mol dm–3. Kolona LiChrospher® 100 RP-18, 5 µm, 125×4 mm, mobilní fáze 
acetonitril a fosforečnanový pufr o pH 2,5 v poměru 40:60 (V/V), dávkováno 10 µl roztoku 
směsi v mobilní fázi o c = 2·10–6 mol dm–3, UV detekce při 290 nm, průtoková rychlost 
1,0 ml min–1.  
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Obr. 3.9 Závislost ploch píků na koncentraci 2-AB (○), 4-AB (●), 1-AN (□) a 2-AN (■). 
Kolona LiChrospher® 100 RP-18, 5 µm, 125×4 mm, mobilní fáze acetonitril a 
fosforečnanový pufr o pH 2,5 v poměru 40:60 (V/V), dávkováno 10 µl roztoku směsi 
v mobilní fázi, UV detekce při 290 nm, průtoková rychlost 1,0 ml min–1. 
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Obr. 3.10 Závislost výšek píků na koncentraci 2-AB (○), 4-AB (●), 1-AN (□) a 2-AN (■). 
Kolona LiChrospher® 100 RP-18, 5 µm, 125×4 mm, mobilní fáze acetonitril a 
fosforečnanový pufr o pH 2,5 v poměru 40:60 (V/V), dávkováno 10 µl roztoku směsi 
v mobilní fázi, UV detekce při 290 nm, průtoková rychlost 1,0 ml min–1. 
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3.3.2 Elektrochemická detekce 
Současně se spektrofotometrickou detekcí byly změřeny také kalibrační závislosti 
za použití elektrochemické detekce. Elektrochemická detekce probíhala při potenciálu 
+ 1,0 V vkládaném na pracovní elektrodu. Proměřeny byly kalibrační závislosti 
studovaných látek v koncentračním rozmezí od 8·10–8 mol dm–3 do 1·10–5 mol dm–3.  
Naměřené kalibrační závislosti byly zpracovány metodou lineární regrese. 
Parametry závislostí získané vyhodnocením příslušných ploch a výšek píků z naměřených 
chromatogramů jsou uvedeny v tab. 3.6 a 3.7. Dosažené meze stanovitelnosti LQ a meze 
detekce LD pro šum o velikosti 0,016 nA jsou uvedeny v tab. 3.8. Chromatogram směsi 
studovaných látek o koncentraci 4·10–7 mol dm–3 každé složky v roztoku je uveden 
na obr. 3.11. Kalibrační přímky vyhodnocené z ploch a dále z výšek píků v příslušném 
koncentračním rozmezí jsou na obr. 3.12 a 3.13. 
Odezva detektoru vyhodnocená v závislosti na koncentraci analytů je lineární až do 
koncentrace 8·10–6 mol dm–3. Při vyšších koncentracích analytů (od 1·10–5 mol dm–3) 
dochází patrně k pasivaci pracovní elektrody, a tím k zakřivování kalibračních závislostí 62. 
Korelační koeficienty se pohybují v intervalu 0,9979 až 0,9998. Nejnižší meze 
stanovitelnosti bylo dosaženo u 1-aminonaftalenu, tj. 2,6·10–8 mol dm–3, naopak nejvyšší 
meze stanovitelnosti bylo dosaženo u 2-aminobifenylu, tj. 8,9·10–8 mol dm–3. Dle 
předpokladů, elektrochemický detektor je na studované látky citlivější než detektor 
spektrofotometrický. 
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Tab. 3.6 Parametry kalibračních závislostí pro HPLC s ampérometrickou detekcí 
na platinové tubulární elektrodě při potenciálu + 1,0 V. Vyhodnoceno z ploch píků. Kolona 
LiChrospher® 100 RP-18, 5 µm, 125×4 mm, mobilní fáze acetonitril a fosforečnanový pufr 
o pH 2,5 v poměru 40:60 (V/V), dávkováno 10 µl roztoku směsi, průtoková rychlost 
1,0 ml min–1. 
 
analyt
 
lineární dynamický 
rozsah, mol dm–3 
směrnice, 
nA s mol–1 dm3 
úsek, 
nA s  
korelační 
koeficient 
2-aminobifenyl 1·10–7 – 8·10–6 4,36·107    7 0,9992 
4-aminobifenyl 8·10–8 – 8·10–6 7,07·107    3 0,9979 
1-aminonaftalen 8·10–8 – 8·10–6 1,05·108 – 5 0,9996 
2-aminonaftalen 8·10–8 – 8·10–6 8,24·107 – 1 0,9998 
 
 
Tab. 3.7 Parametry kalibračních závislostí pro HPLC s ampérometrickou detekcí 
na platinové tubulární elektrodě při potenciálu + 1,0 V. Vyhodnoceno z výšek píků. Kolona 
LiChrospher® 100 RP-18, 5 µm, 125×4 mm, mobilní fáze acetonitril a fosforečnanový pufr 
o pH 2,5 v poměru 40:60 (V/V), dávkováno 10 µl roztoku směsi, průtoková rychlost 
1,0 ml min–1. 
 
analyt
 
koncentrační 
rozmezí, mol dm–3 
směrnice, 
nA mol–1 dm3 
úsek, 
nA 
korelační 
koeficient 
2-aminobifenyl 1·10–7 – 8·10–6 1,85·106    0,3 0,9988 
4-aminobifenyl 8·10–8 – 8·10–6 3,04·106    0,1 0,9996 
1-aminonaftalen 8·10–8 – 8·10–6 6,32·106 – 0,4 0,9996 
2-aminonaftalen 8·10–8 – 8·10–6 5,41·106 – 0,1 0,9998 
 
 
Tab. 3.8 Meze stanovitelnosti 2-aminobifenylu, 4-aminobifenylu, 1-aminonaftalenu 
a 2-aminonaftalenu při stanovení pomocí HPLC s elektrochemickou detekcí. Kolona 
LiChrospher® 100 RP-18, 5 µm, 125×4 mm, mobilní fáze acetonitril a fosforečnanový pufr 
pH 2,5 v poměru 40:60 (V/V), dávkováno 10 µl roztoku směsi, průtoková rychlost 
1,0 ml min–1, potenciál pracovní platinové tubulární elektrody + 1,0 V. 
 
analyt mez stanovitelnosti LQ, mol dm–3 mez detekce LD, mol dm–3 
2-aminobifenyl 8,9·10–8 2,7·10–8 
4-aminobifenyl 5,4·10–8 1,6·10–8 
1-aminonaftalen 2,6·10–8 7,8·10–9 
2-aminonaftalen 3,0·10–8 9,1·10–9 
                                                                                                                                   34  
        
0 2 4 6 8
32
36
40
44
48
52
2-AB
4-AB
1-AN
 
 
I, 
n
A
t, min
2-AN
 
Obr. 3.11 Chromatogram směsi 2-AB, 4-AB, 1-AN a 2-AN změřený při koncentraci látek 
c = 4·10–7 mol dm–3. Kolona LiChrospher® 100 RP-18, 5 µm, 125×4 mm, mobilní fáze 
acetonitril a fosforečnanový pufr o pH 2,5 v poměru 40:60 (V/V), dávkováno 10 µl roztoku 
směsi v mobilní fázi o c = 4·10–7 mol dm–3, průtoková rychlost 1,0 ml min–1, potenciál 
vkládaný na pracovní elektrodu + 1,0 V. 
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Obr. 3.12 Závislost ploch píků na koncentraci 2-AB (○), 4-AB (●), 1-AN (□) a 2-AN (■). 
Kolona LiChrospher® 100 RP-18, 5 µm, 125×4 mm, mobilní fáze acetonitril a fosforeč-
nanový pufr o pH 2,5 v poměru 40:60 (V/V), dávkováno 10 µl roztoku směsi v mobilní 
fázi, průtoková rychlost 1,0 ml min–1, potenciál vkládaný na pracovní elektrodu + 1,0 V. 
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Obr. 3.13 Závislost výšek píků na koncentraci 2-AB (○), 4-AB (●), 1-AN (□) a 2-AN (■). 
Kolona LiChrospher® 100 RP-18, 5 µm, 125×4 mm, mobilní fáze acetonitril a fosforeč-
nanový pufr pH 2,5 v poměru 40:60 (V/V), dávkováno 10 µl roztoku směsi v mobilní fázi, 
průtoková rychlost 1,0 ml min–1, potenciál vkládaný na pracovní elektrodu + 1,0 V. 
                                                                                                                                   36  
4. Závěr 
Bylo prostudováno chromatografické chování 2-aminobifenylu, 4-aminobifenylu, 
1-aminonaftalenu a 2-aminonaftalenu v reverzním chromatografickém systému s chemicky 
vázaným oktadecylem. Dále byly proměřeny závislosti retenčních charakteristik všech 
studovaných látek na pH mobilní fáze a na obsahu acetonitrilu v mobilní fázi.  
Byly nalezeny optimální podmínky HPLC separace pro směs 2-aminobifenylu, 
4-aminobifenylu, 1-aminonaftalenu a 2-aminonaftalenu s použitím spektrofotometrické 
detekce: mobilní fáze tvořená acetonitrilem a fosforečnanovým pufrem o pH 2,5 v poměru 
40:60 (V/V), detekce při 290 nm. Za těchto podmínek byly změřeny kalibrační závislosti 
a stanoveny meze stanovitelnosti jednotlivých látek, viz tab. 4.1. 
Platinová tubulární elektroda byla použita jako pracovní elektroda 
ampérometrického detektoru. Byla prostudována závislost její odezvy na vloženém 
potenciálu. Měření probíhalo za optimálních podmínek separace. Jako optimální byl pro 
detekci použit potenciál + 1,0 V vkládaný na pracovní elektrodu. Za těchto podmínek byly 
změřeny kalibrační závislosti a stanoveny meze stanovitelnosti jednotlivých látek, 
viz tab. 4.1. Ve srovnání se spektrofotometrickým detektorem jsou meze stanovitelnosti 
získané pomocí elektrochemického detektoru přibližně o řád nižší. 
 
Tab 4.1 Přehled dosažených mezí detekce 2-aminobifenylu, 4-aminobifenylu, 1-amino-
naftalenu a 2-aminonaftalenu s použitím spektrofotometrické a elektrochemické detekce. 
Kolona LiChrospher® 100 RP-18, 5 µm, 125×4 mm, mobilní fáze acetonitril 
a fosforečnanový pufr o pH 2,5 v poměru 40:60 (V/V), dávkováno 10 µl roztoku směsi, 
průtoková rychlost 1,0 ml min–1, UV detekce při 290 nm, elektrochemická detekce 
při potenciálu pracovní platinové tubulární elektrody + 1,0 V. 
 
 
mez stanovitelnosti LQ, mol dm–3  
analyt spektrofotometrická detekce
 
elektrochemická detekce 
2-aminobifenyl 3,1·10–6 8,9·10–8 
4-aminobifenyl 8,5·10–7 5,4·10–8 
1-aminonaftalen 1,0·10–6 2,6·10–8 
2-aminonaftalen 1,3·10–6 3,0·10–8 
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